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(BF-6) produce monoclonal antibodies specific for a different epitope 
of the human interleukin-6 (IL-6) molecule. The hybridoma cell line is 
obtained by fusion of IL-6 immunised murine spleen cells and murine 
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USE/ADVANTAGE - The monoclonal antibodies can be used in the 
therapy, prevention and diagnosis of IL-6 related diseases, e.g. 
autoimmune disease, infections of all kinds, ^-amours etc.. Examples of 
diseases treatable by the antibodies include "ultiple myeloma, myeloic 
leukaemia, Kastleman's syndrome, systemic lupus erythematosus, renal 
cell carcinoma, inflammatory arthropathy etc.. Low doses (0,5-5 mg/ml, 
preferably 1 mg/ml) are administered systemically without producing 
side effects. Local application may also be possible. 

In an example 2 . 5xl0power ( 6 ) U226 cells were incubated with 0.1 
micro (0.33 ng) radioactively labelled IL-6 as positive control (cpm 
3269 + 156) . Addition of a 500-fold excess of unlabelled IL-6 to the 
0.1 micro labelled IL-6 results in a specific binding cpm of 3016 
(=100%). The same experiment, with addition of 1 microg/ml BE-4, BE-8 
and BF-6, results in IL-6 binding of 11%, 14% and 92% respectively. 
This shows that BE-4 and BE-8 inhibit binding of the IL-6 receptor, 
which is not the case for BF-6. (8pp) 
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® Monoklonale Antikdrper und ihre Verwendung. 



® Die Erfindung betrifft 3 Hybridoma-Zellinien. namlich BE-8 (C.N.C.M.-NrJ/913), BE-4 (C.N.C.M.-Nr.l/911) und 
BF-6 (C.N.C.M.-Nr.l/912), die durcii Fusion von immunisierten Milzzellen der iVIaus mit Maus-Myelomzellen 
erhaltlicli sind, nacii dem die Milzzellen vor der Fusion gegen lnterieukin-6 immunisiert worden waren. Diese 3 

^ Zellinien produzieren monoklonale Antikorper, welche humanes lnter!eukin-6 erkennen und in Abhangigkeit von 

^ den unterschiedlichen Zellinien jeweils an ein anderes Epitop auf dem lnterleukin-6 IVIolekul bilden. 

Die monoklonalen Antikorper lassen sich an Toxine und/oder Chemotherapeutika koppein und konnen bei 

2J der Herstellung einer Komposition zur Therapie, Prophylaxe and Diagnose von interleukin-6-abhangigen Erkran- 

^ kungen verwendet werden. 
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MONOKLONALE ANTIKORPER UNO IHRE VERWENDUNG 
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Die Erfindung betrifft die in den AnsprUchen 1 und 2 angegebenen Hybridoma-Zeilinien und davon 
produzierte monoklonale Antikorper nach den Anspruchen 3-6 sowie die Verwendung dieser monoklonalen 
Antikorper nach Anspruch 7. 

lnterleukin-6 (IL-6), ursprunglich auch als humaner B-Zeli-Stimulationsfaktor 2 (BSF-2) (M Kawano T 
Hirano et a!.. Nature, Vol. 332, 3. 83-85, 1988) oder Hybridoma Growth Factor (HGF) (R. Bazin und R 
Lemieux, J. Immunol. 139, 780-787. 1987) bezeichnet. gehort zu den Mediatoren des zeiiularen Immunsy- 

Die Sequenz der IL-6-codierenden cDNA und die daraus resultierende Aminosauresequenz (184 
Aminosauren) ist in der Literatur beschrieben (T. Hirano et al.. Nature 324, 6, 73-76, 1987) 

Es ist bekannt. dafl lnterleukin-6 (IL-6) ein weites Spektrum blologischer Funktionen besitzt. Wirkungen 
von lnterIeukin-6 auf T-Zellen (R. D. Gorman et a!., Proc. natn. Acad. Scl. USA 84, 7629-7633 1987) 
Plasmacytome (J. van Damme et a!.. J. exp. Med. 165, 914-919. 1987); Hepatozyten (T. Andus et al., FEBs 
Lett. 221. 18-22. 1987) und Fibroblasten (M. Kohase et al.. Cell 45, 659-666, 1986) sind in der Literatur 
eindeutig beschrieben. 

75 Die Rolle von IL-6 und von IL-6-Antagonisten wird in den folgenden Obersichtsarbeiten ausfUhrlich 
beschneben: 

"Regulation of the acute phase and immune responses" 

"lnterleukin-6". 

Editor P.B. Sehgaf et al., 

20 The New York Academy of Sciences. 2. East 63rd Street. New York, USA 
und 

T. Andus et al.. DMW 44, 1989 

Die Bedeutung von IL-6 bei der Entstehung der verschiedensten Krankheitsbllder und ihrer VerlSufe und 
die Beemflussung durch IL-6-Antagonisten (IL-6-Antikorper) bei hamatologischen und soliden Tumoren bei 
25 Autoimmunerkrankungen und entziindlichen Prozessen. bei viralen, bakteriellen und mykotischen Infe'ktio- 
nen, be. Storungen der Acute-Phase-Reaktionen und bei der Beeinfiussung der Lymphokin-Kaskade sind in 
obiger Literatur zusammengefa/3t. 

Daneben gibt es eine Vielzahl von Literaturbeispielen zu der pathophysiologischen Rolle von IL-6 von 
denen hier nur eine begrenzte Anzahl beispieihaft zitiert wird: 
30 So beschreiben C. P. Chin und F. Lee (J. of Immun., 142, 1909-1915, 1989) die Rolle von IL-6 bei der 
Regulation von Wachstum und Differenzieren myeloischer Leukamiezellen. 

P.A. Gueme et al. (J. Clin, invest, 83, 585-592, 1989) zeigen, dafl besonders hohe Spiegel von IL-6 bei 
Patienten mit entziindlichen Arthropathien gefunden werden und offensichtlich eine bedeutende Rolle im 
Veriauf dieser Krankheitsbilder spielen. 

h.Hf;^"oV^'°?' l'^'J^°- ■'^O^^^-'O- -OSS) konnten erstmals zeigen. dafi lnterleukin-6 eine 
bedeutende Rolle in der Pathophysiologie des septischen Schocks spieit. Sie fanden bei Untersuchungen 
M .? Patienten mit septischem Schock stark erhcShete IL-6-Spiegel im Vergleich zum' 

Normalkollektiv aufwiesen. 

A. J. Q. Swaak et al. (Rheumatol. Int. 8. 263-268. 1989) fanden bei Untersuchungen uber den IL-6- 
10 Spiege^ bei Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes Korrelationen zwischen IL-6-IVIenge und 
akute-Phase-Protein-Antwort. Diese Untersuchungen und andere Untersuchungen zeigen, dai3 IL-6 wahr- 
scheinlich verantwortlich ist fur die Induktion der Produktion von Akute-Phase-Proteinen durch Hepatozyten 
Kastleman's Syndrom ist eine Erkrankung, die durch Lymphocytenhyperblasie, Plasmazellinfiltration 
Fieber, Anamie und Hypergammaglobulinaemie gekennzeichnet ist. T. Nishimoto et al. (Blood 4 1360-1367 
« 1989) konnten zeigen. da/3 bei dieser Erkrankung eine Ware Korrelation zwischen dem Serumspiegel von IL- 
6 und dem klinischen Bild der Erkrankung besteht und das 11-6 als das SchlUsselelement fGr die Auslosunq 
der verschiedenen klinischen Symptome angesehen werden mufl. 

Dieselbe Arbeitsgruppe um T. KIshimoto (FEBs Lett. 250, 607-610, 1989) konnte zeigen, da/3 IL-6 ein 
autokriner Wachstumsfaktor fur Nierenzellkarzinome ist und da/3 das Wachstum dieser Tumorzellen durch 
ein Anti-IL-6-Antiserum inhlbiert werden kann. Die Rolle von IL-6 als der entscheidende Wachstumsfaktor fur 
Myelomzellen wurde von einer ganzen Reihe von Arbeitsgruppen untersucht 

X G Zhang et al. (Blood. 74, 11-13. 1989) konnten zeigen, 6a& der IL-6 response von Myelomzellen in 
vitro direkt mit dem Proiiferafionsstatus in vivo und damit mit der Schwere der Erkrankung korreliert 

L. Bergm et al. (J. Exp. Med.. 170. 613-618. 1989) konnten zeigen, dafl IL-6 nicht nur auf die maliqne 
ausgereifte Zelle wirkt. sondern daB IL-6 die Proliferation und das Differenzieren von malignen Piasmazell- 
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vorstufen in Multiplen Myelomen unterstutzt. 

T. Kishimoto et al. (Nature, 332, 83-85, 1988) konnten zum ersten Mai experimentell nachweisen, da/3 
es mogiich ist, das Wachstum von lL-6-abhangigen MyelomzeHen mit Anti-IL-6-Antikorpern zu hemmen. 

In der PCT-Schnft WO 88/00 206 ist die Herstellung und die Verwendung von IL-6 beschrieben, wobei 
auch darauf hingewiesen wird, da/3 unter Verwendung von IL-6 in an sich bekannten Verfahren polyklonale 
und monokionale Antikorper hergestellt werden konnen. Ein Weg zur Herstellung derartiger Antikorper ist 
jedoch nicht beschrieben. Ebenfalls ist kein Antikorper durch chemlsch/physikaiische Parameter angege- 
ben, noch eine Zefle hinterlegt worden. mit der ein solclier Antikorper produziert werden kann. Insofern fehit 
es an einer nachvollziehbaren Lehre, d.h. die Offenbarung dieser PCT-Schrift erschopft sich in rein 
spekuiativen Enft^agungen. 

Das 2lel dieser Erfindung ist es, monokionale Antikorper herzustellen, die in der Lage sind, effektiv das 
Wachstum IL-6-abhangiger Zellen zu inhibieren oder zu unterdrucken. Diese monoklonalen Antikorper 
konnen zur Herstellung einer Zusammensetzung verwendet werden, die sowohl therapeutisch als auch 
prophylaktisch in niedrigen Dosen eingesetzt werden kann, so dai3 keine Nebenwirkungen auftreten. 

Dieses Ziel wurde erreicht durch die Anwendung dem bekannten Fusionsmethode - entwickelt von C. 
Miistein und G. Kohler - und Isolierung neuer Hybridomazellinien. die Maus-monoklonale Antikorper gegen 
IL-6 produzieren. 

Aus diesen Zellinien mit der Bezeichnung BE-4 (lgG2b); BE-8 (IgGi) und BF-6 (IgGI), die bei der 
Nationalen Franzosichen Sammlung for Mikroorganismen (CNCM) unter den Nummern 1/911, 1/913, 1/912 
hinterlegt sind, konnen Class-Switch-Varianten des Maus-lmmunglobulins, wie z. B. IgG2a, lgG2b, IgG3, 
IgGI und andere immunglobulinklassen, isoliert werden. 

Die monoklonalen Antikorper BE-4 und BE-8 konkurrieren mit IL-6 urn die Bindung an den IL-6- 
Rezeptor auf humanen und Maus-Zellinien und inhibieren die Proliferation von IL-6-abhangigen Zellinien. 

Beide Antikorper sind in der Lage, lL-6, welches an den Rezeptor gebunden ist. zu erkennen, und es 
wurde gezeigt, da/3 BE-4 und BE-8 unterschiedlich Epitope auf den IL-6-Molekulen erkennen. 

Der monokionale Antikorper BF-6 erkennt ebenfalis IL-6, aber konkun-iert nicht mit lL-6 um die Bindung 
an den IL-6-Rezeptor, noch ist BF-6 In der Lage, die Proliferation von lL-6-abhangigen Zellen zu hemmen. 
BF-6 ist fahig, an den Rezeptor gebundenes iL-6 zu erkennen, und es wurde gezeigt, da/3 er ein Epitop 
erkennt, welches verschieden ist von den durch BE-4 und BE-8 erkannten Epitopen. 

Die monoklonalen Antikorper sind deshalb geeignet bei der Herstellung einer Zusammensetzung fur die 
Behandlung solcher Erkrankungen wie Multiples Myelom, Myeloische Leukamie. Kastleman's Symdrom, 
Systemischer Lupus Erythematodes, Nierenzellkarzinome, entzundliche Arthropathie und andere Erkrankun- 
gen verwendet zu werden, von denen gezeigt wurde, 6aB sie IL-6-abhangig sind. 

Die monoklonalen Antikorper konnen als reine Substanz, gekoppelt mit Toxinen (wie Ricin A oder 
Saporin) oder radioaktiven Substanzen oder anderen Pharmazeutika, oder eingekapseit in Liposomen, 
benutzt werden. 

Arzneimittet, die die Antikorper BE-4, BE-8 oder BF-6 enthalten, konnen in flussiger oder lyophilisierter 
Form vorliegen. Zur Stabilisierung konnen verwendet werden Proteine, Zucker, Zuckeralkohole, Aminosau- 
ren, viskositatssteigernde Agenzien sowte zur Pufferung anorganische Saize, vorzugsweise Na-Phosphat In 
physiologischem Milieu (PBS pH 7.4), 

Die Antikorper werden in einer Konzentration von 0,5 - 5 mg/ml, vorzugsweise 1 mg/ml zur Herstellung 
einer Zusammensetzung fur therapeutische Zwecke eingesetzt, die in der Rege! systemisch appliziert wird, 
wobei jedoch lokale Applikationen nicht ausgeschlossen sind. 

Die monoklonalen Antikorper BE-4, BE-8 und BF-6 konnen ebenso zur Herstellung von Zusammenset- 
zungen ven^^endet werden, die als diagnostische Reagenzien fur die Erkennung von iL-6 an seinen 
Rezeptor, auf der Oberflache von Zellen, oder In Korperfiussigkeiten benutzt werden. Bei solcher Verwen- 
dung konnen die Antikorper mit fluoreszierenden oder anderen Substanzen gekoppelt werden. Es ist 
ebenso mogiich, die Antikorper fur einen ELISA oder Radioimmunassay zu verwenden, mit dem IL-6 in 
Korperfiussigkeiten gemessen wird. 

Die monoklonalen Antikorper in Uberelnstimmung mit der Erfindung sind dazu geeignet, daraus 
chimare Antikorper mit der konstanten Domane menschlichen Ursprungs (humanes Immunglobulin) und der 
variablen und insbesondere nur der hypervariablen Region aus murinem Ursprung (Maus-!mmunglobin) zu 
produzieren. Die Chimaren konnen afs reine Substanz oder aber gekoppelt an Toxine. radioaictive Substan- 
zen, andere Pharmazeutika oder eingekapseit in Liposome, zur Herstellung von Zusammensetzungen 
verwendet werden, die zur Behandlung von lL-6-abhangigen Erkrankungen dienen. 

Die Erfindung wird im einzelnen durch die folgenden Beispiele beschrieben: 

i. Herstellung der monoklonalen Antikorper 
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Beispiel 1^ immunisierung, Fusion, Klonierun g und Gewinnung der monoklonalen Antikorper BE-4, BE-8 und 
BF-6 " 

Weibliche Balb/c-Mause wurden intraperitoneal 4 nnal in zweiwochigenrt Abstand mit je 10 ulq rekombin- 
antem !L-6 immunisiert. Die vierte Immunisierung wurde intravenos verabreicht und die Milzzellen 4 Tage 
spater entnommen und fusioniert. Die Fusion wurde wie folgt durchgefuhrt; 

Die immunisierten Milzzeilen wurden mit X63Ag8653 Maus-IVlyelomzellen im Verhaltnis 5:1 in Gegen- 
wart von Polyethyfenglykol fusioniert (Kearney et a)., J. of Immunol. 123, 1648, 1978). Diese Zellinie ist bei 
European Collection of Animal Ceil Cultures (ECACC), PHLS Centre for Applied Microbiology and Research, 
Porton Down, Salisbury. Wiltshire, SP4 OIG, UK unter ECAAC No. 850 114 20 hinteriegt. 

Die fusionierte Zellsuspension wurde einmal gewaschen und im Selektionsmedium (RPMI 1640, 10 % 
hitzeinaktiviertes Pferdeserum, 4 mM Glutamin, Hypoxanthin 13,6 mg/l, Aminopterin 0,17 mg/i und 10 ug/mi 
Insulin) kultiviert. 

Zehn Tage nach der Fusion wurden Uberstande von Kulturen, die Hybridomawachstum zeigten, auf 
Anti-IL-6-Mak-Produktion getestet. 

Dazu wurden 100 ul von Hybridoma-Uberstanden fur eine Stunde in einer ELISA-PIatte inkubiert, die 
zuvor mit 1000 ng Anti-Maus-Immunglobulin bei 4* C uber Nacht beschichtet wurde. 

Nach dreimaligem Waschen wurden die einzelnen Locher mit je 100 ng biotihyliertem IL-6 in 100 ml 
PBS fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach folgendem dreimaligen Waschen folgte eine 
einstundige Reaktion fur 1 Stunde mit Streptavidin Peroxidase bei Raumtemperatur, nochmaliges Waschen 
und Inkubation mit Substrat (DPO). AnschlieBend wurden die Platten bei einer optischen Dichte von 405 nm 
vermessen. Die positiven Klone wurden nach 4 Kionierungsschrrtten unter Benutzung der "limiting dilution 
Methode (Aussaatdichte 0,2 Zellen/Kuitur) untersucht und die Klone BE-4, BE-8 und BF-6 isoliert. BE-4 ist 
ein Maus-lgG2b-Antikorper, BE-6 und BE-8 sind igG1 -Antikorper und alle haben eine Kappa leichte Kette 
und zeigen eine signifikante Bindung an rekombinantes IL-6. 

Beispiel 2: In-vivo-Produktlon und Reinigung der Antikorper BE-4, BE-8 und BF-6 



Die anti-IL-6-monoklonalen Antikorper BE-4, BE-8 und BF-6 wurden in grojSen Mengen in vivo durch 
intraperitoneale Injektion von je BE-4, BE-8 und BF-6-Hybridomazellen In Balb/c-Mausen produziert. Eine 
Woche vor der Hybridomazellinjektion wurden die Mause mit 0,5 ml Freund'schem inkompletten Adjuvans 
intraperitoneal geprimt 8-14 Tage nach der Hybridomazellinjektion konnte Ascitesfiussigkeit abgenommen 
werden. 

Die Mak's wurden anschlieiSend durch Ammoniumsuifatfallung (45 % Sattigung) aus der Ascitesfiussig- 
keit gefallt, auf 0,02 mM Tris, pH 7.7 umgepuffert und an eine Q-Sepharose-Saule gebunden. Auf diesen 
Saulen wurden die Mak's mit 1 % Tween 20 in 0.02 mM Tris. pH 7,7 gewaschen und anschliejSend mit 0,35 
M NaCI-Losung pH 7,7 von der Sauie eiuiert. 

Fur die Verwendung zur Herstelung einer Zusammensetzung fur therapeutische Zwecke wurde der Mak 
auf physiologischen PBS-Puffer (phosphatgepufferte Saline) umgepuffert. 

^Q'sP'e' 3: Inhibition der [L-6-induzierten Proliferation der !L-6-abhangigen Zellinie B9 durch BE-4, BE-8 und 
BF-6 



Die Zellinie B9 ist eine Maushybridoma-Linie, die IL-6-abhangig ist und deren Eigenschaften durch L. A. 
van Aarden beschrieben wurden (Eur. J. Immunol. 17. 1411. 1987). Die Zellinie B9 wird in RPMI1608 mit 10 
% foetalem Kalberserum und Mercaptoethanol unter Zugabe von 2 pg IL-6/mi fur 3 Tage kultiviert. 
Anschliefiend wird fur 16 Stunden H^-Thymldin hinzugefugt. Anschliefiend werden die Zellen gesammelt, 
gewaschen und im Beta-Counter vermessen. 

In den nachfolgenden Experimenten werden bei der Zugabe von 2 pg/ml IL-6 verschiedene Konzentra- 
tionen der Antikorper BE-4, BE-8 und BF-6 mit hinzugefugt. Die DNA-Synthese als ein MaB fur das 
Zellwachstum oder Zellinhibition wurde als H^-Thymidin-Einbau durch die Vermessung der Radioaktivitat 
gemessen. 
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Gemessene Radioaktlvlth't (cptn) 

IL-6 (0 pg/ml) IL-6 (2 pg/ml) 

BE-4 0 6910 U5976 

1 pg 7552 91601 

10 pg 7881 28247 

lOO pg 7941 15384 

1 ng 9055 8326 

10 ng 8178 4860 

100 ng 7611 5327 

1 MQ 6992 4315 

BE-8 0 8916 136217 

1 pg 9002 64500 

10 pg 8225 28002 

100 pg 8264 16259 

1 ng 9027 8281 

10 ng 8356 5629 

100 ng 9221 5434 

1 \ig 10836 7470 
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IL-6 (0 pg/raT) 


IL-6 (2 pg/ml ) 
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BF-6 


0 


7488 


126167 






1 pg 


6050 


131178 






10 pg 


8366 


116380 


TO 




100 pg 


9118 


:i81S3 






1 ng 


7673 


124812 


75 




10 ng 


7987 


119631 






100 ng 


8855 


115186 






1 ng 


9412 


117318 



20 



cptn = disintegration per minute, Mittelwert von zwe1 Messungen 

25 Die Ergebnisse zeigen eindeutig, daB der H^-Thymidin-Einbau, und damit die DNA-Synthese als MaB 
des Zeliwachstums, deutlich niedriger ist bei den B9-Ku[turen. die mit BE-4 oder BE-8 gepruft wurden. 
Diese Antikorper inhibieren das IL-6-abhangige Wachstum der Zellinie 89. BF-6 dagegen ist nicht in der 
Lage, die Proliferation der Zellinie B-9 zu hemmen, 

30 Befspiel 4: Scatchard-Analyse: Ermittlung der Affinitatskonstanten von IL-6 an die Zellinie U226 
Jodierung von (L-6: 

5 ug IL-6 in 10 ul Boratpuffer (0,1 M, pH 8,0) wurden mit 1 mCi i^^s ^5 Minuten bei o'*C inkubiert. 
Die Reaktion wurde dann mit 500 ul Giycin (0.2 M in Boratpuffer 0,1 M pH 8,5) fur 5 Minuten abgestoppt. 
35 Freies P^s ^nd gebundenes P^s burden uber eine PD10-Saule. die vorher mit PBS 1 % Rinderalbumin 
equilibriert wurde, getrennt. Die spezifische Aktivitat von 1 ng IL-6 war 10320 cpm. 

2,5 X 10^ Zellen der Unie U226/Napf wurden mit verschiedenen Konzentrationen von 1^25.|i_.6 ^ind dem 
500-fachen UberschuB von nicht markiertem IL-6 fur 90 Minuten bei 4'c in einem totalen Volumen von 1 
ml PBS 1 % inkubiert. Anschiie^end wurde dreimal gewaschen und dann vermessen. 
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Uy DO 
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0,4 


7500 


0,07725 


1,32 


1,2427 


0,063 


1 


16000 


0J640 


3,33 


3,166 


0,052 


2 


29000 


0,2987 


6,66 


6.3613 


0,047 


4 


48000 


0,4944 


13,2 


12.705 


0,039 


10 


84000 




33 


32,134 


0,027 


20 


114000 


1 1742 


00 


64,825 


n mo 
u, Uio 


40 


132000 


1,3596 




1 "^n fi4n 


n m n 


gebundenes iL-6 max.: 


1.5 ng 
0,057x 10- 


-12 mMol 










0,057 X 


: 10'^^ X 6 X 10^^ 


= 13580 










2,5 X 10^ 





30 Anzahl der Rezeptoren/Zelie: 



kO: 0,057 x 10^ g 7 ^ iq-^O „ 

Die Scatchard-Analyse zeigt einen kD-Wert von 8,7 x 10"^ ° M und 13680 Rezeptoren pro Zelle 
bezogen auf die Zeilinie U226- 

40 Beispiel 5: Kompetittons-Untersuchung fur den Rezeptor zwischen radioaktiv markiertem IL-6 und BE-4. BE- 
8 und BR6 

2,5 X 10^ Zellen U226 per Loch warden mit 0,1 al (0,33 ng) von radioaktiv markiertem IL-6 inkubiert und 
dienten als positive Kontrolle. Der cpnn-count ist 3269 ±156 und wurde als Wert fur die Gesamtbindung von 
45 IL-6 festgelegt. 

Bel Zugabe des 500-fachen Uberschusses von nicht nnarkiertenn iL-6 zu 0,1 u1 (0,33 ng) radioaktiv 
markiertem IL-6 wurden 253 cpm als Wert fur die nicht-speziflsche Bindung gefunden. Dies ergibt als Wert 
fur die spezifische Bindung 3016 cpm = 100 %. 

Bei Durchfuhrung des selben Experiments mit radioaktiv markiertem IL-6, aber unter Zugabe von 1 
50 ug/ml BE-4, BE-8 Oder BF-6 ergaben sich folgende Werte; 
BE-4: : 11 % lL-6-Bindung 
BE-8 : 14 % IL-6-Bindung 
BF-6 : 92 % IL-6-Bindung 

Dieses Experiment zeigt deutiich, daj3 BE-4 und BE-8 in der Lag© sind, die spezifische Bindung von IL- 
55 6 an seinen Rezeptor zu inhibieren, BF-6 dagegen nicht in der Lage ist, diese Bindung zu inhibieren. 



Beispiel 6: Scatchard-Analyse der Antikorper BE-4, BE-8 und BF-6 
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10 



15 



Jewells 40 ug gereinigter Mak wurden mit Na'^sj (q.s mCi) in 180 ill PBS inkubiert. AnschliejSend 
wurden 10 ii\ (0.4 mg/ml) Chloramin T zugesetzt und die Reaktion nach 1 Minute durch Zugabe von 10 ul 
Natriumbisuifit (0.5 ug/ml) abgestoppt. Die so markierten Mak's wurden cbromatographisch (Sephadex-G- 
25) von freiem Jod abgetrennt. 

Fur die Scatchard-Analyse wurden 25,3^-8 und J^^^-BF-S in einem ELISA eingesetzt; 

- die Flatten wurden mit 1000 ng BE-4 Oder BE-8 oder BF-6 pro Napf bei 4° C uber Nacht inkubiert 

- anschliefiend wurde mit PBS 5 % Albumin abgesattigt 

- anschliefiend wurde mit 10 ng IL-6 fur 2 Stunden bei 4* C inkubiert 

- anschliefiend wurden verschiedene Konzentrattonen jodierter Antikorper und bei bestimmten Konzen- 
trationen ebenfails ein OberscliuB an nicht-markierten Antikorpern fur 90 Min bei 4° C inkubiert 

- 3 X waschen und messen. 

Messungen mit U266-Zeliinien wurden wie folgt durchgefuhrt: 

Durchfuhrung wie in Belspiel 4, jedoch anstelle von jodiertem IL-6 wurde jetzt eine konstante Menge 
von 20 ng IL-6 pro 10^ Zellen fur 30 Min bei 37 inkubiert und dann verschiedene Konzentrationen von 
jodiertem monoklonalen Antikorper zugesetzt und fur 60 Min. bei 4° C inkubiert. 



Ergebnisse: 



20 



25 



spezlfische AktfvltSt: 

BE-4 1 ng = 4664 cpm 
BE-8 1 ng = 4B71 cpm 
BF-6 1 ng = 4510 cpm 



Gebondener Mak Markierte Tracer-Kak 



30 



35 



BF-6 
BE.4 
BE-4 



BE-4 
BF-6 
BE*a 



kD 

0.8 X 10"^ M 
2.7 X 10'^ M 
0,1 X 10"^ M 



It-6-Mo1eku1e 

15180 
15168 
14802 



40 



45 



50 



55 



BE-4 
BF-6 
BE-8 



UL266 
IL-6 + Antikorper 

3,9 X 10*^ M 
4,7 X 10"^ M 
2,5 X 10"^ M 



U266 

Anzahl der Rezeptoren 

11733 
27158 
13425 



Der ELISA-Scatchard zeigt identische Konzentrationen von IL-6. das in diesem System gebunden wurde 
fur alle Antikorper, das heiflt. da/3 die gefundenen kD-Werte einen vernunftigen Wert darstellen. 

Die kD-Werte fur an den Rezeptor gebundenes iL-6 auf der Zellinie U266 ist verschieden von der 
Konstante, die inn ELISA gefunden wurde. Dies kann durch leichte Modifikationen der raumlichen Struktur 
von IL-6 nacli der Bindung an den Rezeptor erklart werden. 

Die Befunde, dafl BE-4 und BE-8 weniger an die Rezeptoren gebundenes IL-6 erkennen als BF-6, 
konnen dadurch erklart werden, da^ BE-4 und BE-8 die aktive Stelle des Molekuls erkennen und daj3 sie 
nur das IL-6-Dimer am Rezeptor erkennen konnen. BF-6 aber neben der dimeren auch die monomere Form 
erkennen kann. 
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Beispiel 7: Kompetitionsexperimente zwischen BE-4, BE-8 und BF-6 

IL-6 (1 ug/Napf) wurde an die ELISA plates durch Inkubatton bei 4*C Ober Nacht in Karbonatpuffer pH 
9,5 gebunden. Anschlieflend wurden die Flatten mit PBS 5 % Albunnin abgesattigt und 4 x gewaschen. 
Dann wurde jeweiis radioaktiv markferter BE-4, BE-8 und BF-6 in verschiedenen Experinnenten zugegeben 
und inkubiert. Jeder radioaktiv markierte Antikorper wurde daneben auch mit 1 x, 10 x, 100 x Uberschufi an 
nicht-markierte Antikorper inkubiert. 





BE-4 




125 

BE-8 










8535 cpm 




9652 can 




6514 cpm 




BE-4 


1 X 


10 X 


100 X 


1 X 10 X 


100 X 


1 X 10 X 


100 X 


nicht narklert 


3597 


1060 


315 


10517 9518 




6925 5621 


6511 


6£<^ 


10610 


8330 


7077 


4276 983 


256 


5974 4873 


5035 


nicht marlclert 
















BF-6 


8654 




8774 


9518 8952 


9328 


3447 IIX 


703 


nicht markiert 

















Dieses Experiment zeigt, da/5 jeder Antikorper nur mit sicii selbst kompetiert und daS keine Verdran- 
gung zwischen BE-4, BE-8 und BF-6 stattfindet. Dies bedeutet, daB alle drei Antikorper verschiedene 
Epitope haben. 

Beispiel 8: Sandwich-ELISA fur die Messung von IL-6 

- Sattigung mit BE-8 (1000 ng/Napf/100 ui) uber Nacht 4" C 

- Sattigung mit PBS 5 % Albumin fur 90 Min bei Raumtemperatur 

- Verschiedene Konzentrationen von IL-6 in Humanserum fur 2 Std. bei 37* C 

- Biotinylierter BE-4 (6,5 ug/Napf/100 ul. PBS. Tween 0,5 % fur 90 Min bei Raumtemperatur 

- Substrat. Messung 
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70 



75 



20 



25 



ng IL-6/Napf/lOO \i1 

100 
10 
1 

0,5 

0.25 

0.125 

0,062 

0,031 

0,015 

0,008 

0,004 

Background: O.D. ~ 0,150 



30 



O.D. 

1.807 
1,566 
1,356 
0,921 
0,573 
0,401 
0,311 
0,212 
0,190 
0,195 
0.170 



Die Sensitivitat des Tests liegt bei 0,3 ng/ml IL-6 im Serum. 

Beispiel 9: Inhibition der IL-6-abhangigen humanen Zellinie GB durcfi die Antikorper BE-4 und BE-8 

2 X 10^ Zellen der Linie GB pro Napf wurden fOr 5 Tage bei verschiedenen Konzentrationen an 
35 naturlichen IL-6 und verschiedene Konzentrationen an Antikorper BE-8 unter Zusatz von H^-Tliymidin 
inkubiert. 



40 



45 



50 



55 



IL-6 

U/ml 

40 
20 

4 

2 

1 



0,15 Jig/ml 



765 
119 
222 
212 
196 



cpm 
0»08 (ig/ml 



10213 
110 
280 
206 
224 



0,04 Ig/ml 



56432 
7237 
594 
256 
230 



0 Mg/ml BE-8 



78421 
77610 
73197 
51040 
38859 



1 U IL-6: Die Menge an IL-6, die notig ist, um 50 % maximale 
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Proliferation zu induzieren. 
Identische Ergebnisse warden fOr den Antikorper BE-4 erhalten. Diese Ergebnisse zeigen eine signifi- 
kante Hemmung von naturiichem lL-6 (aus Hunnan-Lymphozyten) durch BE-8 und BE-4 an der IL-6- 
abhangigen humanen Zellinie QB. 

5 

III. Erste klinische Ergebnisse mit BE-4 

Drei Patienten mit einer Diagnose Multiples Myelom im Endstadium mit steigenden Zahlen von 
Plasmazytom-Zellen - von 50.000 auf 100.000 Plasmazytom-Zellen pro mi innerhalb von 2 Tagen - wurden 
70 mit einer Zusammensetzung aus gereinigtem BE-4 behandeit. 

Die Dosis war 10 mg Pro Tag uber insgesamt 4 Tage (Gesamtdosis: 40 mg). Dabei wurde die 
Antikorper-entlialtende Zusammensetzung in einer Konzentration von 1 mg/ml in Kochsalzlosung/1 % 
Humanalbumin uber 30 Minuten infundiert. Es wurden keinerlei Nebenwirkungen festgestellt. 

Klinisclie Befunde: Die Fieber-Werte sanken rasch auf normale Korpertemperatur. Das schwe- 

^5 re KrankheitsgefCihl bei alien Patienten verschwand bereits nach der ersten 

Applikation. 

Hematologisciie Befunde: Die Tumormasse (Plasmazytom-Zellen) reduzierte sich sofort nach der 

ersten Infusion von 100.000 Zellen pro ml auf 40.000 Zetlen pro ml und 
blieb wahrend der gesamten Behandlungsdauer stabll. 
so Die Zahl der Zellen In der S-Phase (Pra-Teilungs-Phase) verminderte sich unter der Behandlung von 30 
% auf 10 %. 

Diese ersten kfinischen Ergebnisse wurden an Patienten die sich in der Endphase der Erkrankung 
Multiples Myelom befanden. 

Es kann deshalb erwartet werden. da/J bei einer Behandlung in einem friiheren Stadium der Erkrankung 
25 die Tumormasse so stark reduziert werden kann, da/J andere Behandlungsmoglichkeiten (wie z. B. 
Knochenmarktransplantation) ermoglicht werden. 

Da bis heute kein aussichtsreiches Behandlungsschema fur diese Patienten verfugbar ist, wird die 
Behandlung mit einer Zusammensetzung aus monoklonalen Antikorpern gegen IL-6 einen neuen Ansatz 
ergeben, diese lethale Erkrankung zu kurieren. 
30 Eine Behandlung mit Zusammensetzungen, hergestellt aus den Antikorpern BE-4 und BE-8 in Kombina- 
tion, die verschiedene Epitope erkennen und beide die Aktivitat von IL-6 hemmen, wird eine weitere 
Verbesserung ergeben. 

Alternativ konnen die Antikorper BE-4, BE-8 und BF-6 an Toxine gekoppelt werden, die es dann 
ermoglichen, neben der Blockierung der IL-6- Aktivitat die Plasmazytome durch die Fixation von iL-6 an den 
35- Rezeptor auf den Zellen abzutoten. 



Anspruche 

40 1, Hybridoma-Zellinien, erhaltlich durch Fusion von immunisierten Milzzellen der Maus mit Maus-Myelom- 
zellen, dadurch gekennzeichnet, dafi die Milzzellen vor der Fusion gegen lnterleukin-6 immunisiert 
worden sind und sich aus den fusionierten Zellen drei unterschiedliche Zellinien, namlich die 
Hybridoma-Zetlinie mit der C.N.C.M.-Hinterlegungsnummer 1/913 (BE-8), die Hybridoma-Zellinie mit der 
C.N.C.M.-Hinterlegungsnummer 1/911 (BE-4) sowie die Hybridoma-Zellinie mit der C.N.C.M.-Hinterie- 

45 gungsnummer 1/912 (BF-6) identifizieren und isolieren lassen, welche monoklonale Antikorper produzie- 
ren, die humanes lnterleukin-6 erkennen und die in Abhangigkett von den unterschiedlichen Zellinien 
jeweils an ein anderes Epitop auf dem interleukin-6-Moiekul binden. 

2. Hybridoma-Zellinien nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 6aB sie durch Fusion mit X63 Ag8653 
50 Maus-Myelomzellen erhaltlich sind: 

3. Monoklonale Antikorper, erhaltlich aus den Zellinien gemaB den Anspruchen 1 und 2 mit einer 
spezifischen Bindungswirkung mit humanem lnterleukin-6. 

55 4. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 6aB die von den Zellinien BE-4 und 
BE-8 produzierten Antikorper an den Interleukin-6-Rezeptor auf Human- und Mauszellen binden. 

5. Monoklonale Antikorper nach Anspruch 3 Oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafi sie Chimaren bilden, 
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wobei der konstante Teit aus humanem Ig und der variable, insbesondere der hypervariable Teif aus 
Maus-lg bestehen. 

6. Monokionaie Antikorper nach einem der Anspruche 3-5, dadurch gekennzeichnet, dai3 sie an Toxine 
6 und/oder Chemotherapeutika gekoppelt sind. 

7. Verwendung der monoklonalen Antikorper nach einem der Anspruche 3-6 bei der Herstellung einer 
Komposition zur Therapie. Prophylaxe und Diagnose von lnterIeukin-6-abhangigen Erkrankungen, 
insbesondere Tumorerkrankungen, Autoimmunerkrankungen, Infektionen jeglicher Art und Storungen 

10 der Akut-Phase-Reaktionen. 
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